Dispositifp ur I'amplificati n nchafne therm -d'p ndanted 
sequences d'aeides nucleiques cibles, mesuree en tamps reel, g 

La presente invention conceme le domaine de la genetique. 

Plus precisement, la presente invention conceme un dispositif pour 
5 ('amplification de sequences nucleiques cibles, des cartouches 
reactionnelles utilisables dans ce dispositif, et des modes d'utiljsation de ce 
dispositif. 

La presente invention a notamment pour objectif de permettre la 
detection et, le cas echeant, la quantification en temps reel, de sequences 
10 d'acide nucleique cibles dans un ou piusieurs echarrtillons. 

La detection de sequences nucleiques cibles est une technique de 
plus en plus utilisee dans de nombreux domaines, et I'eventail des 
applications de cette technique est appele a s'etendre au fur et a mesure 
qu'elle deviendra plus fiable, plus economique et plus rapide. Ainsi, en 

is sante humaine, la detection de certaines sequences d'acide nucleique 
permet dans certains cas un diagnostic fiable et rapide defections virales 
ou bacteriennes. De meme, la detection de certaines particularites 
genetiques peut permettre d'identrrler des susceptibilltes a certaines 
maladies, ou d'etablir un diagnostic precoce de maladies genetiques ou 

20 neoplasiques. La detection de sequences nucleiques cibles est aussi 
utilisee dans J'industrie agroalimentaire, notamment pour assurer la 
tracabilite des produits, pour detecter la presence d'organtsmes 
genetiquement modifies et les identifier, ou pour effectuer un contrflle 
sanitaire des aliments. 
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L s precedes de detection bases sur les acides nucleiques font 
quasi systematiquement intervenir une reaction d'hybridation moleculaire 
entre une sequence nucleique cible et un ou piusieurs sequences 



nud6iques compl6m ntaires de ladite sequ nee cible. Ces proc6d£s 
pres ntent d nombreuses variantes comme les techniques connuee d 
rhomme de metier sous les expressions "techniques de transfer? 1 (Mrf, dot 
blot Southern blot. Restriction Fragment Length Polymorphism, eta), ou 
encore comme les systemes miniaturises sur lesquels sont prefixfies les 
sequences complementaires des sequences cibtes ("biopuces"). Dans le 
cadre de ces techniques, les sequences nucteiques complementaires sont 
generalement appellee sondes, Une autre variante, qui peut conatituer en 
soi la base d'un precede de diagnostic ou . n a §tre quHine etape 
supplemental dans une des techniques mentionn6es cklessue (afin 
notamment d'augmentsr la concentration de la sequence cible et done la 
sensibiTrte du diagnostic), conslste d amplifier la sequence d'acide 
nucleique dbl6e. Plusieura techniques permettant ('amplification speclfique 
d'une sequence d'adde nucleique ont 6t6 ctecrites, dorrt la plus utjlisie est 
■'Amplification en Chame par Polymerase (ACP), ou Polymerase Chain 
Reaction (PCR). Dans le cadre de oette demifere technique, des sequences 
nud6iques comptementaires des sequences cfbles, appeiees amorces, 
sont utilisdes pour amplifier lesdites sequences ribles. 

Les reactions de PCR impTiqUent une repetition c6 cycles, dent le 
nombre varte generalement de 20 a 50. et qui sont composes chacun de 
trois phases suceessives, £ savoir : d£naturation, hybridation, elongation. 
Respectivement, la premiere phase correspond a la transformation des 
acides nudeiques bicatenaires en addes nudeiques rrionocatenaires, la . 
seconde phase a rhybridation moleculaire entre la sequence ctole et les 
amorces complementaires de ladite sequence, et la troisi&me phase a 
Pelongation des amorces comptementaires hybridees a la sequence cible, 
par une ADN polymerase. Ces phases sont menses £ des temperatures 
epecifiques : g6n6ra!ement 95 D C pour la dfinaturatlon, 72*C pour 
I'elongation, et entre 30°C et 65°C pour Phybridation, selon la temperature 
d'hybridation (Tm) des amorces utilisees. II est aussi possible d'effectuer 
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les stapes d'hybridation t d' longation a la mem temperature 
(generalement 60 °C). 

Une reaction de PCR consiste done en un enchamement de cycles 
thermiques repetitifs au cours duquel le nombre de molecules d'ADN cible 
5 servant de matrice est theoriquement double a chaque cycle. En realite, le 
rendement de la PCR est inferieur a 100%. si bien que la quantite de 
produ'rt Xn obtenu apres n cycles est : 

X„-X„-1 (1 -»T n ), OU 

Xn.1 est la quantite de produ'rt obtenu au cycle precedent, et r n le 
10 rendement de la PCR au cycle n (0 < r n < 1). 

En considerant le rendement constant, e'est-a-dire identique pour 
chaque cycle, la quantite de produit Xn obtenu apres n cycles a partir d'une 
quantite initiale Xo est alors : 

X„ = Xo.(1 + r) n (A) 

15 En realite, le rendement r diminue au cours de la reaction de PCR, 

du fait de plusieurs facteurs, tel qu'une quantite lim'rtante d'au moins un des 
reactifs necessaires a ('amplification, i'inactivation de la polymerase par ses 
passages repetes a 95 e C, ou son inhibition par les pyrophosphates produits 
par la reaction. 

20 Du fait de cette diminution du rendement, la cinetique d'une 

reaction de PCR presente d'abord une phase exponentielle (tant que r est 
constant), qui evolue ensurte vers une phase de plateau lorsque r diminue. 

Au cours de la phase exponentielle, ('equation (A) ci-dessus est 
valable, et peut aussi s'ecrire : 

25 log = log (Xo) + n log (1 + r) 



4 



Ainsi, dans la phas exponentidie de la PCR, la courb presentant 
la quantite d produit, en 6chell logarithmique, en fonction du nombre de 
cycles, et une drorte de pente (1 + r) et qui coupe Paxe des oidonn6e© d 
une valeur egale au logarithms de la concentration initiate. 

5 La mesure en temps reel, de la quantite de produit obtenu, peut 

done permettre de oonnattre la concentration initiate de matrice, ce qui est 
particulidrement utile dans un grand nombre ^applications, par exemple 
pour mesurer la charge virale d'un malade, ou encore pour connattre la 
variabilis d un transcriptome. 

10 G6n6ralement, lea PCR impliquent des volumes reactionnels allant 

de 2 a 50 pi et eont effectives dans des tubes, des rnicrotubes, des 
capillaires ou des systemes connus de I'homme de Tart sous le terme 
"microplaques" (en fait des ensembles de micro tubes soGdarises). Chaque 
lot de tubes ou de contenante equivalents dolt done etre successlvement 

15 porte aux trois temperatures correspondant aux differentes phases de la 
PCR, et ce autant de fois que de cycles d&sires. 

Uutilisation de tubes ou de systemes sV approchant oblige 
Cutilisateur a effectuer de multiples manipulations pour preparer autant de 
tubes et de solutions (connues de I'homme de Tart sous ('expression "mix 

20 PCR") que de sequences cibles qu*il eouhaite amplifier m&me d partir d'un 
gchantlllon unique decides nucleiques, a Pexception des precedes 
d'ampllflcatlon "multiplex", qui permetterrt ('amplification de plusieurs 
sequences cibles simultan6ment dans le mfime contenant, soit par 
I'utilisatlon dfemorces dites peu spdetfiques qui peuvent stiybrider avec 

25 plusieurs sequences cibles comme par exemple la technique RAPD - 
Random Amplified Polymorphism DNA, sort par ('utilisation d'amorces 
spgeffiques mais en nombre plus important, chaque couple d'amorces 
utilise permettant ('amplification d'une sequence cible. Ces amplifications 
multiplex correspondent A des cas particuliers et ne sont pae la n one. De 
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surcroft, lies ne garantissent pas I'absence d'interactions d'une reaction 
d'omplificertion sur une autre, et pour des roisons notamment d possibles 
hybridations entre les amorces, ne peuvent qu'fetre tr£s limitees dans le 
nombre de sequences cibles amplrfieee par contenant. 

5 Ces differentes manipulations impllquent de nombreux 

inconvenients. 

En premier lieu, elles sent consommatrices de temps. En second 
lieu, elles ne sont pas sans risques du point de vue des eventuelles 
contaminations d'un tube £ I'autre ou depuls renvironnement exterieur 

10 (poussiere, bacterie, aerosol ou tout autre contaminant susceptible de 
contenir des molecules d'acides nucteiques ou des molecules susceptibles 
d'influer sur Pefficacite de la reaction d'ampliftcation). De plus, elles 
n'assurent pas une homog6n6ite de volume et de concentration en r6actrfs 
d'un tube d Fautre. Enfla elles imposent ['utilisation de volumes 

15 manipulates manuellement, ggngralement supferleurs d ce qui a une 
incidence sur les ooQts lies a la realisation des PCR, les reactifs utilises 
etant chers. 

^utilisation de dlsposltife congus pour automatiser au moins 
partreKement de telles manipulations permet de paOier certains de oes 
20 inconvenients. Toutefob, de teb automates sont relativement chers et teur 
utilisation ne se trouve done gendralement 6eonomiquement justifiee que 
dans le cas des PCR en grandes series, par exemple pour le sequenpage 
des genomes. 

II existe ausat certains automates permettant de teallser des 
25 reactions de PCR cinetiques* Comme il a 6t6 vu plus haut, la realisation 
d'une PCR cin6tique necessite de quantifier en temps red, et de fagon 
Sp6cffique, la sequence dble ampliftee. Uutiltsation d'un irrtercalant 
fluorescent dans le melange reactionnel permet de mesurer Caugmentation 
d la quanta totals d'ADN double brin dans (edit melange, Toutefois, cette 
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method n permet pas d discriminer Famplrfication de la sequence able 
par rapport au bruit de fond ou a une eventuelle amplification n n 
ep6cifiquG. Plusieurs cystomas de sondes ont eta d6crite rdcemment pour 
permettre de mesurer specifiquement I'amplrfication d'une sequence able 
5 d6termlnfie. lis sont bas&s sur des oligonucleotides complementaires de 
ladtte sequence, et life d des couples de groupemente de fluorophores ou 
fluorophores/guenc/re/s, de telle sorte que fhybridation de la sonde d sa 
cible et les cycles d'amplification sucoessifs entraTnent, survant les cas, une 
augmentation ou une diminution de la fluorescence totale du mtlange, 
10 proportionnellement a ('amplification de la &6quenoe ctoie* 

A trtre d'exemples de sondes utilisables pour rfiallser des PCR 
cinetiques, on peut cHer le systeme TaqMan™ (ABI®), le systems 
AmpliSensor™ (InGen), et le syst&me Sunrise™ (Oncoi*, Appligene® ). 

Le systeme le plus utilise actuellement est te systeme Taq Man™. 

15 Ce proc6d6 associe les activites ADN polymerase et 5'-^3' 

nuclease de la Taq polymerase au cours de la PCR. Son prinoipe en est le 
suivant : en sus des deux amorces de sequence compl6mentaire de celle 
de la cible k quantifier, une sonde, appelfee sonde reporter, est ajout&e 
dans le milieu rtactionnel. EHe a la capacite de stiybrlder d la cible dans le 

20 corps de la sequence amplifiee, mais ne peut Stre ampliftee eile-mfime. En 
effet un groupe phosphoryle ajoute & I'extremitd 3' de la sonde emp&ohe 
son extension par la Taq polymerase. Un derh/6 de la fluoresc&ne et un 
d6riv6 de la rtiodamlne sont incorporfes dans la sonde, respectivement aux 
extremes 5' et 3*. La sonde est de petite taitle, aussi le derive de la 

25 rhodemine, srtue d proximrte de la fluorescGine, absorbe-t-il ffinergie §mise 
par la fluoreac&ne soumise a une source d'excftatlon (ph^nomfcne de 
quenching). 

Une fols les amorces hybridGes a la cible, au cours de la reaction 
d'extension, la Taq ADN polymerase attaque la sonde par $ n activite 5' 



nuclease, libelant Id group ment quencher et retablissant ainsi remission 
de fluorescence. L1ntensft6 de la fluorescence 6mise est alors 
proportionnelle a la quantite de produite de PCR form6s t ce qui permet 
d'obtenlr un rfisultat quantitatif. La fluorescence 6mise est proportionnelle 
au nombre de molecules clbles de depart La cln^tique de developpement 
de la fluorescence peut @tre suivie en temps rfcel au cours de la reaction 
d'amplification. 

Cette technique presents I'avantage d'dtre facflement 
automatisable. Un apparell permettant de reafiser cette technique, TABI 
Prism 7700™, est commercialise par la soci£t& Perkln-Elmer. Get appaneil 
combine un thermocycleur et un fluorimetre. II est capable de d6tecrer 
raugmentation de fluorescence gen£r6e au cours d*un test de quantification 
selon le precede TaqMan™, ceci grace £ dee fibres optiques situfes au- 
dessous de chaque tube et reliees a una camera CCD qui detecte, en 
temps r6el, le signal £mis par les groupes fluoresceins fiberes au cours de 
la PCR. Les donnfes quantrtatives sont dfedultes a partir de la 
determination du cycle auqud le signal du produrt d'amplification attelnt un 
certain seuil determine par I'utflisateur. Plusieurs etudes ont en effet montr£ 
que ce nombre de cycles eta'rt proportionnel & la quantity de materiel initial 
(Gibson, Heid et al. 1996; Heid. Stevens et al. 1996; Williams, Giles et al. 
1998). 

Le nombre duplications potentielles d'un tel appareil est 
considerable, tant en sante humaine qu'en agroalimentaire et en contrdle 
qualitt. MalheureusemenL TABI Prism 7700™ et les quelques autres 
appareils concurrents commercialisms actuellement sont extrimement 
chere. De plus, its ne peuvent etre utilises que par un manipulates qualifte. 
En pratique, de tela appareils ne sont done utilises que dans certaines 
structures trfes specialises. 
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II existe done aujourd'hui un reel beeoin pour un aysteme 
d'amplification d'acides nucleiques, le cas 6cheant mesuree en temps r£el, 
et qui ne present© pas les inconvenient* cites ci-dessus de Tetat do la 
technique. 

L'objectif de la presente invention est de proposer un tel syst&me 
qui perrnatte de diminuer coneiderablement le nombre de manipulations 
necessaires d la mlse en ceuvre d'une m6thode d'amplification 6ur une 
pluralltfi de sequences cibles at, an consequence, de diminuer le temps 
necessaire a cette operation. 

Un autre objectif de la pr6sente invention est de proposer un tel 
systeme qui minimise les risques de contamination (fun continent £ Cautre. 

Un autre objectif de la prgsente invention est de proposer un tel 
systeme qui reduiee lee volumes de reactifs mis en jeu et done les couts, 

Un autre objectif de la presente invention est de proposer un tel 
systeme qui optimise une repartition homogene en volume et en 
concentration des reactife necessaires a la PCR dans les con tenants. 

Un autre objectif est de foumir a tous les utilisateurs potentials, 
notamment aux centres hospitallers, aux laboratoires tfanalyses medicates, 
aux industrials de I'agroalimentaire et aux laboratoires de contrOle sanitaire, 
un appareil d'utilisation et de maintenance ais£es, pour effectuer en routine 
des amplifications decides nucleiques quantifies en temps r6el. 

Dans cette demande, plusieurs termes sont employes, dont la 
signification est la suivante : 

• Une "reaction d'amplification d'acides nucteiques" fait 
reference £ n'lmporte quelle methods d'amplification d'acides nucteiques 
connue de I'homme du metier. On peut dter, £ titre d'exemplee et de fagon 
non restrictive, fAmpIification en ChaTne par Pofym6rase (ACP), plus 



souvent d6sign&e par I'homme du metier sous son acronyms anglophon , 
PCR (Polymerase Chain Reaction), la TMA (transcription mediated 
amplification), la NASBA (nucleic add sequence based amplification), la 
3SR (self sustained sequence replication), ('amplification par emplacement 
de brin, ou SDA (strand displacement amplification) et la LCR (ligase chain 
reaction). 

La matrice initiate de rampliflcatlon peut etre n'lmporte quel type 
d'acrde nucleique, ADN ou ARN, g6nomique ( plasmidique, recombinant 
ADNc, ARNm, ARN ribosomal, ARN viral ou autre. Lorsque la matrice 
initials est un ARN, une premtere 6tape de transcription reverse est en 
g£n£ral realisee pour obtenir une matrice ADN. Cette etape ne sera en 
gfinGral pas mentlonnSe dans ce tede, car I'homme du metier eatt 
exactement quand et comment la nfeallser. II est bien entendu que les 
dispositife de Tinventbn sorrt utilisables pour amplifier et 6ventuellement 
quantifier sp6cifiquement dee sequences d'ARN aussi bien que d'ADN, 
Dans la suite du texte, \e terme "PCR" sera done le temie generique utilise 
pour designer aussi bien la PCR prapremerrt dite que la RT-PCR (Reverse 
Ttranscription - Polymerase Chain Reaction), 

• Parmi les reactions d'amplification ctt6es ci-dessus, certaines 
sont Isothermes. D'autres, notamment la PCR et la LCR, impliquent de 
porter le melange r6actionnel a differentes temperatures au cours du 
temps, de fafon cyclique. De teUes reactions sont appelees id "reactions 
d'amplification decides nucfeiques thermo-d£pendantes*. Dans la suite de 
ce texts, le diepoertrf de Pinverrtion sera prrnqpalement d6crlt dans son 
application & la PCR. Toutefois, il est bien evident que ce disposltif n'est 
pas limits a cette technique, et qu'il peut Stre utifis6 aussi pour nlmporte 
quelle reaction d'ampfification d'acides nucteiques, voire pour d'autres 
reactions enzymatlques et/OU de btologie molfeculaire. Ce dispoertif est 
parficulidrement adapts aux reactions qui n6cessitent des volumes faibles 
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et le passage cydique du m6lang reactionn I & plusieurs t mperatures, 
comrne cela apparartra cbirement dans la suite. 

• Un des objectifs de la prteente invention est de fournlr un 
nouveau dispositif pour effectuer des reactions d'amplification dites 

5 "quantitatives", c'esfra-dire permettant de determiner la concentration de 
sequence cible initialement presenile dans le melange r6actionnel 
Plusieurs types de reactions d'amplification quantitatives ont ete decrits. On 
peut dlstfnguer les amplifications quantitatives basees sur I'emploi d'un 
standard exteme, les amplifications compfititives, utiDsant un standard 

10 interne, et enfin les amplifications cinetiques, dont le princlpe a 6t6 6voqu6 
plus haut et qui consistent & mesurer en temps reel, Faug mentation de la 
quantity de la sequence cible. Ce type d'amplification sera designd ici 
Indlff6remment sous les termes "amplification cinStique (decides 
nud6lques) M "PGR dnetlque", "amplification (decides nucteiquae) 

15 quantrfiee en temps nteP, ou encore TCR en temps r6el". Les termes entre 
parentheses sont parfois omis> 

• Dans cette demande, le terme "reactif 1 doit dtre compris au 
sens large, comme designant nlmporte quel 6tement n6ces$aire soft a la 
reaction d'amplification pruprement dite, sott A sa detection. Suivant cette 

20 definition, lea eels, les dNTP, les amorces ou encore la polymerase, sent 
des r6actife necessaires A la PCR. De meme, un intercalant fluorescent ou 
une sonde, sont ici considers* comme des reactHs participant a la detection 
des prodults amplifies, bien quite ne r6agissent pas au sens littoral 

D'autres termes designant certains 6l6ments du dispositif de 
25 invention seront d6finis plus loin dans la description dttalltee de 
rinvention. 

Certains Elements du dispositif sont numerates en reference aux 
dessins, qui illustrent quelques modes et variantes non limitatffs de 
realisation (Invention, et dans lesquels : 
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• la figure 1 repr6sente une vue laterale d'un realisation 
simplifi6e du dispositif e Ion (a prg&ente invention ; 

• la figure 2 represente une vue supdrieure de la platine 
chauffante, dans le cas ou les blocs (21 a 23) sont des secteurs do disque 
(figure 2A). et dans le cas oQ lis sont constitutes de secteurs de couronne 
(figure 2B); 

• la figure 3 represente une vue en perspective d'un premier 
example de realisation de la cartouche (1). pourvue des chambres 
reaetionneDes et d'une partie des moyens de ddplacement ; 

• la figure 4 represente une vue en coupe de cette cartouche 
selon la ligne AA; 

• la figure 5 represent© une vue sup6rieure de la partie infferleure 
(socle) d'un deuxidme mode de realisation particulier de la cartouche selon 
invention. Les cotas sont donnees £ titra purement rndicatif, et ne sont en 
aucun cas limttatlves ; 

• la figure 6 represente une vue en coupe de cette cartouche 
inferieure, selon la ligne AA de la figure 5 ; 

• la figure 7 represente une vue superieure de la partie 
sup6rfeure (couvercle) de la cartouche representee aux figures 5 et 6 ; 

• la figure 8 represente une vue en coupe de cette cartouche 
Guperieure, suivant la ligne BB de la figure 7 ; 

• la figure 9 represente une cartouche complete, constitute du 
socle represents aux figures 5 et 6 (traits pleins), et du couvercle 
represents aux figures 7 et 8 (traits discontinue) ; 

• la figure 10 montre trois modelisations de la cartouche de la 
figure 9 f au-dessus de laquelle se trouvent les moyens d'excitation/mesure 
de la fluorescence (5) ; 
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• la figure 11 illustre une cartouche rectangulaire t d ux modes 
d'utilisation d'une telle cartouch . La figure 11A represente un cartouch 
(1) comportant 8 sous-reservoirs (111 a 118) et40 chambres reactionnelles 
Seuls les 5 canaux relies au sous-reservoir 111 sont representees, ainsi que 
les chambres reactionnelles (13) correspondantes. La figure 11 B illustre un 
dispositif de I'invention comportant une cartouche (1) rectangulaire et une 
platine chauffante (2) constitute de trois elements paralleles (21 a 23). 
Dans la figure 11C, I'element (22) est decale par rapport aux autres ; la 
cartouche doit done se deplacer suivant un triangle pour effectuer les 
cycles de PCR ; 

• la figure 12 montre une coupe schematkjue d'un canal (12) 
possedant un dispositif de "perte de charge". 

L'invention conceme en premier lieu tout dispositif pour effectuer des 
reactions enzymatiques et/ou de biologie moleculaire necessrtant au moins 
deux temperatures d'incubation differentes, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

au moins une plaque ou cartouche (1) presentant une pluralite 
de chambres reactionnelles (13) et un reservoir (11), lesdites chambres 
reactionnelles etant reliees au reservoir par des canaux (12) ; 

au moins une platine de chauffage (2) presentant au moins 
deux zones distinctes pouvant etre portees a au moins deux temperatures 
differentes; 

des moyens (3) de deplacement relatif entre ladite cartouche 
et ladite platine, permettant une variation cyclique de la temperature des 
chambres reactionnelles. 

La temperature de chaque zone de la platine p ut dtre homogene 
ou, le cas echeant, cette temperature peut varler suivant un gradi nt 
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Plusieurs types d reactions de bi logie moleculaire necessttent de 
placer le melange r6actionnel a differentee temperatures en fonction du 
temps. Ceci est le cas par example lorequ'on eouhaite inactiver une 
enzyme apr&s I'avoir utilisee (par exemple, une nuclease de restriction), ou 

5 pour tester la stability d'un complexe. Dans ce dernier cas, on peut 
envisager de placer un complexe (par exemple, un complexe 
antigfene/anticorps, ou r6cepteur/ligand), dont Tun des elements est couple 
a un fluorophore et I'autre £ un quencher de fluorescence, dans une des 
chambres r6actionnelles du dispositif. La platine est alors programmes 

ID pour presenter plusieurs temperatures dans un ordre croissant, le cas 
echfiant sous forme d'un gradient La stabilite du complexe est alors teste© 
en deplagant la cartouche sur la platine, de fa$on £ ce que la temperature 
de la chambre reactionnelte s'6l&ve progresslvement et en observant 
('augmentation de la fluorescence, & I'aide de moyens d'excitation / mesure 

IS de la fluorescence places en regard de la chambre rtactionneile. 
Laugmentation de la fluorescence traduit alors la dissociation du complexe. 

Le dispositif de I'inventfon est particulierement adapts £ des 
reactions necessltant une variation cycltque de la temperature des 
chambres reactionnelles. ce qui est le cas pour certaines reactions 
20 d'amplifications d'acides nuc!6iques. par exemple pour ramplification en 
chaTne par polymerase (FCfl), ou pour la reaction en chatne par llgase 
(LCR). 

Llnvention porte done en partlculler sur un dispositif pour 
Tamplification en ohafne thermo-dependsnte de sequences d'addes 
25 nudeiques dbles, oaract6rise en ce qu'il comprend ; 

au molns une cartouche (1) presentant une plurality de 
chambres reactionnelles (13) et un reservoir lesdHee chambres 
reactionnelles etant reliees au reservoir par des canaux (12) ; 
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au molns une platlne de chaufflage (2) pr6sentant au moins 
deux zones distinctes pouvant etre portees d au molns deux temperatures 
differerrtes, correspondant aux phases des cycles d'ampltficatlon desdits 
addes nucieiques cibles ; 

5 - des moyens (3) de deplaoement relattf entre ladrte cartouche 

et ladite platine, permettant une variation cyclique de la temperature des 
chambres reactionnelles. 

Un tel systerne sekrn (Invention est moins complex© que les 
systemes de Tart anterieur, dans la mesure ou les temperatures 
10 n6cessaires aux cycles de I'amplification en chafne sont assurees par des 
zones distinctes de temperatures consta rites et non par une platine dont on 
doit faire varier la temperature. 

II est important de notor qua les reactions d'amplification en chaine 
thermo-dependantes neoessitent la passage des gchantillons a au moins 

15 deux temperatures. Par exempfe. la LCR necessite a chaque cyde une 
phase & environ 95°C pour denaturer PADN cible, puis une phase entre 55 
at 65°C (en fonction du Tm des sondes), pour donner lieu b I'hybridation / 
ligation. En ce qui concerne la PCR, chaque cyde ee decompose en 
general en trols phases, a savoir la denaturation & environ 95°C, 

20 Thybridadon dont la temperature depend du Tm des sondes, et I'elongation, 
habituettement r6alisee a 72X. II est oependant possible de reali&er des 
PCR ayant des cycles simplifies, dans lesquels i'hybridation et reiongation 
se font a la m£me temperature, si bien que chaque cycle necessite 
seuiement deux temperatures differerrtes, 

25 II pourra etre envisage differentes variantes du dlsposltlf decrit d- 

dessus, Selon une variante preferentielle de Invention, le systfeme 
comprend les caracteristiquas 6uivantes : 
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des amorces specifiques de sequences clbles d amplifier sorn 
pr6-r6parties dans les chambres reactionneltes (13), 

le reservoir (11) est destine a recevoir un fluide compose 
notamment d'un echantillon d'acides nucleiques a analyser et dee rdactife 
necessatres a una reaction ^amplification en chaine par polymerase, £ 
('exception des amorces, 

la platine de chauffage (2) pr6sente trois zones distinctes 
pouvant fitre port£es h trois temperatures differentes, oorrespondant aux 
trois phases des cycles d'amplification en chaine par polymerase. 

Selon cetre varlarae prettrentielle, il est possible de dlstribuer. a 
partir d'un reservoir, un flulde contenant un echantillon d'acides nuctelques 
h analyser et lea reactife necessaires a la PCR dans une plurality de 
chambres reactionneltes contenant des amorces specifiques de sequences 
cibles d'addes nucteiques a amplifier, et d'autoriser le processus 
d'amplification en soumettant le contenu des chambres successivement & 
diff&rentes temperatures (a savoir celles necessaires A la d&iaturation, 
1'hybridation et Elongation) une multitude de ibis grace & un mouvement 
relatif entre la cartouche inoluant lesdites chambres reactionrielles et ladite 
platine de chauffage presentant deux ou trois zones distinctes pouvant Stre 
portees & des temperatures differentes. 

Le cas 6ch6ant, les chambres reactionnelles (13) peuvent contenir 
des reactife necessaires & une reaction de PCR en temps r6el autres que 
les amorces mentionnees ci-dessus. Dans une realisation preferee du 
disposltlf de ('invention, ies chambres reactionnelles comportent egalement, 
en plus des amorces, une ou plusleurs sonde(s) sp6cifique(s) de la 
sequence a amplifier. La distribution des sondes dans les chambres 
reactionnelles peut aussi Store telle que certaines chambres comportent des 
sondes specifiques des sequences a amplifier et d'autres chambres 
comportent des sonde contrdles, ne reconnaissant pas a priori la 
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sequence a amplifier. Ces sondes .peuvent etre marquees el si plusieure 
sondes soni prfisentes dans une meme chambre r6actionnelle (par 
exemple une sonde specifique de la s6quenoe a amplifier et une sonde 
controle), ces sondes seront de preference marquees par des fluorophores 
differents. 

Dans une autre varlante du dlsposftif, des r6actlfs supplemental, 
tels que les dNTP ou des sels. sont initialernent deposes dans tes 
chambres rtactionnelles. Ces reactifs seront alors absents, ou presents en 
moindre quantity dans le fluide depose dans le reservoir (11). Dans le cas 
extreme, tous ies reacBfe necessaires a ta reaction de PCR, d I'exception 
de la matrice, sent deposes dans les chambres r6actionnelles (13), et le 
fluide depose dans le reservoir (11) oomprendra alors uniquement 
I'echantillon d'ADN (ou d'ARN) a amplifier. 

Les variants* ddcrites ci-dessus supposent que plusieurs reactions 
solent rgalls£es en parallftle, avec des amorces et/ou des sondes 
difierentes. sur un meme echantillon. II s'aglt done de la caracterlsation 
d'un 6chantilion unique (ou de quelques echantfllona si le reservoir est 
divi$6 en quelques Gous-n6servoirs) suivant plusieurs crfteres. Dans 
certaines applications, on souhaite au contraire caracteriser une multitude 
d'echantillons suivant un critere unique ou un fable nombre de criteres. 
Ceci est le cas par exemple en recherche, lorsqiTon souhaite cribler une 
banque de phages ou de bad&ries pour la presence d'un gene donn& II est 
dans oe oes neoessaire d'effectuer une PCR sur un grand nombre 
d'echantillons, a partir d'un couple d'amoroes donn£. Le disposttif de 
invention est adapts aussi a ce type de manipulations. Pour cela, les 
echantillons sont deposes dans les chambres reactionneltes (13). Les 
amorces peuvent etre Introdultes dans le fluide depose dans le reservoir 
(11), avec ies autres reactifs necessaires A la PCR. Bien entendu. cette 
configuration n'exclut pas non plus que certains reactifs autres que 
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I'dchantlllon d analyser solent pr6-d6pos6s dans les chambres 
rfeacttonnelles (13). 

Quelle que 6oit la variants du dispositif choisie, et quels que orient 
les reactife d6po$6s dans les chambres rgactionneKes (13), ils peuvent y 
s §tre d6pos6s avantageusement par un simple depot liquide, suivi d un 
sfichage. L'arrtvde du fluWe en provenance du reservoir (11) pennet 
ensulte la remise en solution de ces rfiactlfs. La quantity de chaque rfcacflf 
d^posee est calcutee en fbncfion du volume de fluide qui penetrera dans 
chaque chambre r6actionnelle (13) T de telle sorte que la remise en solution 

io des reactife aboutisse £ la concentration finale souha'rt6e pour chacun 
d'entre eux. Des cartouches teDes que decrites ci-deesue, dans lesquelles 
au molns une parte des chambres rSactionnelles (13) competent des 
reactife qui y ont 6t£ charges par un d6pdt liquide, suivi d'un sdchage. de 
telle sorte que ces r6actifs soient remis en solution par I'amvee d'un fluide 

is dans ces chambres reactionnelles, sont 6galement partie intggrante de 
('invention* 

Le dispositif decrit ci-dessus presents Cavantage d'autoriser un 
remplissage concomitant de toutes lea chambres reactionnelles, ce qui 
diminue le temps de preparation et les deques de contamination d'une 
20 chambre £ rautre. Ce dispositif presents 6galement Pavantage de pouvoir 
etre miniaturist et cTimpllquer ('utilisation de volumes de reactife plus faibJes 
que dans P6tat de la technique. 

. Enfin on notera aussi que, grace & la platine de chauffege 
spfeclflque quelle preconise, invention permet cfacceterer les cycles de 
23 PGR, pulsqu'il n'est pas n6cessalre pour effertuer les dffferentes phases 
(denaturation, hybridation, elongation) de falre varier la temperature de la 
platine chauffante ou de I'atmosphere comme dans tetat de la technique, le 
mouvement relatif entre la cartouche et la platine permettant de soumettre 
rapid ment et successiv ment le oontenu d chacune des chambres 
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rfcactlonnelles a trols temperatures distinctes dedtees d chacune de ces 
phases, ^utilisation de faibles volumes r6acttonneb, et tfun plancher de 
faible epaisseur pour la cartouche (1), permettent aussi de lirniter 1'inertie 
thermique au niveau dea chambres rgactionnelles, et contribuent done d la 
rapidity de la reaction. 

L'invention porte egalement sur un dispositif pour ('amplification en 
chaine thermo-dependante de sequences d'acides nuctetques cibles, 
mesuree en temps reel, caracterisd en ce qu'il comprend lea memes 
6l6ment$ que run queloonque das dispositifs decrite ct-deseue, et 
comportant en outre des moyens optiques (5) d'excrtation / mesure de la 
fluorescence, disposes de manure a exciter et mesurer a chaque cycle la 
fluorescence du contenu des chambres rcactionnelles. 

Un des elements particulierement orlglnaux des dispositifs d6crits ri- 
dessus est felement appete rndifferemment plaque ou cartouche 
reactionnelle (1). Cet 6l&nnent peut Stre recyclable ou, de 1ia9on prfrfen&e, 
consommable, et constitue en soi un aspect de la pr6sente invention. Ainsi, 
l'invention porte egalement sur une cartouche reactionnelle comportant 
plusfeurs chambres reactionnelles (13) et au molns un reservoir (11) et 
pnfesentant les caracteristiques suivantes : 

chaque chambre reactionnelle est reltee au reservoir par un 
canal (12) ayant une section droit© comprise dans un cercie de diametre 
inferleura 3 mm. 

la capacite du reservoir est Inferieure d 10 ml. 

la disposition des chambres reactionnelles et des canaux par 
rapport au reservoir permet de repartir un flukle de fa9on homogene dans 
les chambres reactionnelles, a partlr du reservoir 

Le diametre des canaux sera prfiferentiellement cholsl 
suffisamment faibl pour ne pas autoris r une distribution par gravftt du 
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flulde present dans le reservoir dans les chambres r6acBonnelles f ceci de 
fefon i 6viter un remplissage non reproductible de oes chambres. Ce 
diam&re sera ainsi pn6f6rentiel!ement inferieur ou egal d environ 0,2 mm. 
Au sujet de oe diam&re, on notera que la section des canaux sera 
5 prtfSrentiellement circulaire mais qu'elle pourra etre egalement de toute 
autre forme et notamment polygonale, le "diametre" des canaux visant 
alors leur plus grande largeur en section. 

Le reservoir destin6 & recevoir l^chantillon d'acides nucteiques et 
les reactife necessairas £ la PCR pourra presenter une capacity variable, 
10 comprise par exemple entre environ 0,1 ml et environ 1 ml. 

La cartouche comprend de preference entre environ 20 et environ 
600 chambres r6actionnelle& et, de mani&re encore preferee, entre 60 et 
100 chambres reactionnelles. 

Le volume de ces chambres pourra 6galement varier selon les 
15 modes de realisation. Avantageusement, ces chambres presenter* un 
volume compris entre environ 0,2 et SO pi, de prdfdrence entre 1 pi et 10 pi. 

Dans les cartouches de I'invention, la jonction entre les canaux (12) 
et le reservoir (1 1) se fait de preference a la peripheric du reservoir, et le 
fond dudrt reservoir est incline et/ou convexe, de fa$on a assurer la 
20 repartition d un fluide oontenu dans le reservoir au niveau de I'entree des 
canaux. 

On notera qu'une cartouche selon Invention peut presenter de 
multiples formes. Toutefbis, selon une variante preferentielle de I'invention, 
cette cartouche presents une forme circulaire, le reservoir etant aiors pr£vu 
25 sensiblement au centre de la cartouche, les chambres reactionnelles etant 
reparties en cercle autour du reservoir, et les canaux reliant le reservoir aux 
chambres etant prevus essentiellement radialement Une telle architecture 
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permet d'optimiser le remplissage des chambres reactionnelles a partir du 
reservoir central. 

Dans une realisation particulate des cartouches tirculaires de 
I'lnventlon, le fond du reservoir (1 1) est conlque. 

5 Egalement preferentiellement, lesdites chambres readtonnelles 

6ont prevues relativement £ la pdriphdrie de ladite cartouche. Ainsi, fl est 
possible d'optimiser le nombre de chambres rcactionnelles pouvant etre 
prfcvues sur la cartouche et remplles a partir du reservoir central. 

Selon une variante de I'invention, une telle cartouche comprend 
10 autant de canaux que de chambres reactionnelles. Toutefoie, dans certains 
modes de realisation, on pourra prevoir des frontons de canaux communs 
A plusieurs chambres rcactionnelles. 

L*un des avantages de la presents invention est d'autoriser une 
miniaturisation du disposrtrf qu'elle propose. Ainsi, avantageusement, la 
15 cartouche, lorsqu'elle a une g£om&trle de revolution, presente de 
preference un diamttre compris entre environ 1 et 10 cm. 

Alternativement. une cartouche selon I'invention peut posseder une 
geom6trie de translation, dans laquelle le reservoir (11) est plac£ sur un 
cote de ladite cartouche, les chambres reactionnelles (13) sont alignSes de 

20 Fautre cdt§ de la cartouche, et les canaux (12) refiant ler&servoir aux 
chambres sont essentieliement paralldles les uns aux autres. La forme 
ggndrale d'une telle cartouche est alors essentieliement rectangulaire, mis 
& part certalnes protuberances et/ou creux destines a relier la cartouche & 
des moyens capables de la mettre en mouvement Un exemple d'une telle 

25 cartouche est represents a la figure 11 A. Dans le cas d'une telle cartouche, 
le fond du reservoir (11) est de preference un plan indinS, qui permet de 
dinger le fluids rtactionnel vers I'entree des canaux (12). 
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Une variante des cartouches de I'invention d'crfes ci-dessus, quelle 
que soft leur geometrie, consiste A dh/iser le reservoir (11) en 2 a 20, de 
preference 2 & 8 sous-reservoirs, permettant d'analyser simultanement 
plusieurs echantillons sur une mdme cartouche. Dane ce cas, chacune dee 
5 chambres r6actiannelles (13) est refiee a un seul de ces sous-reservoirs 
par un canal (12). Un exemple de cette variante est reprdsente a la figure 
11 A. La cartouche representee sur cette figure comporte hult sous- 
reservoirs numerates 111 & 118, chacun de ces sous-reservoirs 6tant relte 
a cinq chambres reactionnelles (13) via cinq canaux (12). Dans cette figure, 
10 eeuls lee canaux reltes au sou&f6servoir 111 eont representee. II est 
important de noter id que dans tout ce qui pr&c&de et ce qui suit, ie 
"r6servoir (11)* dfislgne aussi bien le reservoir (11) dans sa globalitd quHin 
sous-r6$ervoir. 

La profondeur des chambres reactionnelles (par rapport aux 
15 canaux) peut aussl varler en fonction des modes de realisation de 
I'invention. Seton une variante pr6f6rentlelle, ces chambres pr6sentent une 
profondeur comprise entre environ 0,5 mm et 1,5 mm. 

On notera par aiUeurs que l'6paisseur de la cartouche depend de 
plusieure facteurs et notamment du materiau la oonstituanL En pratique, 
20 cette cartouche est prgferentiellement constitute en mattere plastlque, de 
preference en polycarbonate, dont les propri6t£s physiques, optiques et 
thermiques, sont approprteee pour la realisation de la presente invention. * 
L'epaisseur des cartouches de I'invention est de preference comprise entre 
0,5 et 5 mm. 

25 Afin de faciliter les ^changes thermiques entre ie contenu des 

chambres reactionnelles et la platine, l'epaisseur du "plancher* de celles-d 
devra §tre preferentiellement auesi faible que possible. Cette 6paisseur 
depend du materlau utilise pour realiser la cartouche. Pr6ferentiellement, 
elle est comprise entre 0.05 et 0.5 mm, par exemple nviron 0,26 mm. 
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Les chambres reactionneltes des cartouches de I'lnventlon sortt d 
preference fermees par une paroi superieure transparent© (17). par 
exemple en plastique transparent, afin de permettre I'excitation et la 
mesure de la fluorescence du fluide reactionnel, dans des bonnes 
conditions. 

Dans une realisation particuliere de I'lnventlon. les chambres sont 
pourvues d'evenfs (systems ouvert), permettant a I'alr qu'elles contlennent 
de e'echapper lore de leur remplissage par le fluide provenant du reservoir. 

Dans le cas cklessus. oil les chambres (13) eont pourvues 
d'evenfs (14), les canaux (12) sont preferentlellement constrtues d'au moins 
deux parties de diametres differents (121 et 122). le diametre de la 
deuxiame partie (122) etant inferieur a celui de ia premiere parte (121), de 
fecon a crier une perte de charge dans le canal (12). Ainsi, si un canal se 
rempllt plus vlte qu'un autre sous I'effet de la pression, le phenomene de 
perte de charge permet d'arreter la progression du fluide dans le ou lee 
canaux dorrt la premiere partie (121) est remplle. jusqu'a ce que tous les 
canaux soient remplis de la meme facon. Ceci permet de « pre-calibrer » 
les volumes pour chaque canal, afin d'assurer un remplissage homogene 
des drffe rentes chambres reactjonnelles. La deuxieme partie du canal (122) 
peut etre constltuee par exemple d'un capiUaire de verre, de dkimetre 
beaucoup plus faible que la premiers partie (121). ledit capiUaire etant 
Indus dans une cartouche en plastique. 

II est aussi possible de prevoir des enceintes (15) dans leequelles 
debouchent les events (14) des chambres reactjonnelles. Ces enceintes 
possedent une ouverture (16) vers l^exterieur de la cartouche (sysfeme 
ouvert), et presentent rinterfct, d'une part, de recuperer sans pollution les 
eventuels surplus de fluide qui sortiraient des chambres reactjonnelles par 
les events (14) et, d'autre part, de pouvoir se fermer apres le remplissage 
des chambres reactjonnelles. Cette fermeture peut se faire par exemple en 
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utilisant una bande adhesive, et permet de passer en systeme dos pour 
effectuer ramplification proprement dite. Cecl permet d'6vlter ou au moins 
llmlter I'Gvaporation du fluide contenu dans la cartouche (1). Cette 
realisation de invention est d6tailI6e dans I'exemple 3 et illustree aux 
5 figures 11Aet 12. 

Altemativement, il est possible de travailler en systeme dos d&s te 
remplissage des chambres reactfonnelies, en provoquant dans la cartouche 
une depression suivie d'un r€tabfissement de la pression, comme cela sera 
detaflle plus loin. Des cartouches dans lesquelles les chambres 
10 reactionnelles ne possedent pas d'autre ouverture que I'aniv6e du canal 
(12) (chambres rdactionnelles dites "doses 0 ) font done egalement partie de 
('invention. 

Les cartouches decrites ci-dessus, pr6vues sort pour un usage en 
systeme ouvert, soft pour un usage en systeme ferm6 ( component de 
15 preference une ouverture adaptable a des moyens (4) de modulation de la 
presslon dans le reservoir (11), permetiant de deplacer le fluide present 
dans le reservoir vers les chambres reactionnelles. 

Llnventron pone egalement sur un proc£d6 de remplissage en 
systeme clos des chambres r6actlonnelles (13) d'une cartouche (1) telle 
20 que ctecrite au paragraphe pn6c£dent, dans la variante oD les Chambres 
rdactionnoltes sont closes, iequel proc&te comporte les etapes survantes : 

remplir au moins partiellement le r&servoir (1 1) avec un fluide, 
connecter la cartouche (1) aux moyens (4) de modulation de la 
pression, 

25 - appliquer une depression a Pinttrieur de la cartouche, puis 

retablir la pression. 

Dans une variante des cartouches de rinvention, chaque canal (12) 
est equip6 d'une cavlte antireflux (123) au niveau de sa joncti n aveo I 
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reservoir (11), ladite cavity anti-reflux tant constituee d'un portion de 
canal sensiblement verticale, d'un diam&tre supferleur ou 6gat a celui du 
canal (12). Cette variante prfisente deux principaux avantages. D'une part, 
ces cavltGs anti-reflux permanent de prfevenlr les contaminations croisees 
en cas de retour intempestrf de fluide vers le nfeservotr (11), ou au cas ou 
tout le fluide ne se serait pas engage dans les canaux. D'autre part, ces 
cavitts permettent de prevoir, dans les dispositife de I'invention, un 
bouchon dont lee denteiures viennent epouser ces entrees verticals*, afin 
de boucher les canaux apres I'adressage du fluide r6actionnel mais avant 
la reaction d'ampllflcatlon. Ceci permet de travalller en systeme 
parfartemerrt ctos, et done cfSviter tout risque de contamination et 
d'evaporation. Toutefob, il est important de noter que les cavites anti-reflux, 
et ('utilisation d'un bouchon au niveau du rteeivoir pour boucher I'entree 
des canaux du cdte du reservoir, peuvent She employees aussi dans le cat 
de systemes ouverts tels que d&crtts d-dessus< oQ les chambres 
reactionnelles sont pourvues d'events, 

Dans une realisation preferee des cartouches de I'invention, una 
partle au molns des chambres reactionnelles (13) comporte des 
oligonucleotides. De fagon encore pr6f6r6e, chacune des chambres 
reactionnelles (13) comporte deux amorces spedfiques d'une sequence 
d'acide nucleique & amplifier et, fiacultativement une ou plusieurs sonde(s) 
marquee(s) spdcifique(s) de ladite sequence. Une telle sonde peut etre 
marquee de fagon a ce que sent signal augments torsqu'elle s'hybride £ sa 
sequence cible (systeme Sunrise™), ou de fagon a ce que I'elongation a 
partir d'un brin sur laquelle elle est hybridee entraTne une diminution ou une 
augmentation du signal (syst&me ArnpliSensor™ ou systeme TaqMan™ , 
reepectivement). La presence de teiles sondes dans les chambres 
reactionnelles permet de r6aliser des amplifications quantifies en temps 
r6el, avec un disposhif de Invention disposant de moyens (5) d'excitation / 
mesure de la fluorescence, tel que decrit plus haut. D s sondes centrales, 
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non speciflques de la sequence a amplifier, et marquees d'une facon 
differente des sondes apedfiques, peuvent aussi etre utilisees, pour 
detecter d'eventuelles contaminations. 

Dans la realisation de (Invention decrlte d-dessus. 0C1 les chambres 
reactlonnelles component des amorces et. facuitatlvement une ou plusreurs 
sonde(s), ces differentes sondes et amorces seront choisies de preference 
de telle sorte que leurs temperatures de fusion (Tm) respectives soient 
proohes. En particulier, le Tm des differentes amorces sera de preference 
comprie dans un mdme interwalle d'environ 5°C. De mdme, lee differentes 
sondes auront de preference un Tm compris dans un mfime intervaile de 
5*C, qui peut etre different de I'mtervane des Tm des amorces. Dans ce 
cas, les sondes seront choisies de telle sorte que teur Tm soft superieur a 
celui des amorces, la difference' entre de Tm des differentes categories 
d'ofigonucleotidee etant alors de preference de I'ordre de 5°C. La 
temperature d'hybridation retenue pour effectuer ('amplification correspond 
alors a la plus basse des temperatures de fusion des amorces. 

Les chambres reactlonnelles (13) des cartouches de I'invention 
peuvent aussi comporter, outre lee amorces et les sondes eventuelles, un 
ou plusieurs autres reacWs necessalres a la reaction de PCR ou a la 
mesure de rampllflcation. II peut s'agtr, parexemple, de sels. de dNTP, ou 
d'un intercalant fluorescent de i'ADN double brin, de type SybrOreen 
(marque deposee). Comme mentionne plus haut tous ces reectifs sont 
avantageusement deposes au niveau des chambres reactionnelles (13) par 
le depdt d'une solution liquids, suh/i d'un sechage. 

Selon un mode de realisation aitematif des cartouches de rinvention, 
les cartouches sont p revues pour le cribtage d'un grand nombre 
d'echantiDons euivant un faible nombre de criteres. Ceci impltque que 
I'utilisateur de ces cartouches puiese faeilement deposer ses echantillons 
dans chacune des chambres reactionnelles (13). Pour ceia, la cartouche 
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peut par exemple posseder un couvercle amovfcle qui, lorsqu'II est enlevS. 
donne accfes directement aux chambres rfcactionneltes. De tellcs 
cartouches peuvent aussi Stre pre-charg6es et comporter, au niveau des 
chambres reaotionnelles (13), un ou plusieurs reactife n£cessaire(s) h 
('amplification et / ou a sa detection. 

Blen entendu. les dfspositifs de i'lnvention mentlonn6s plus haut 
peuvent comprendre une ou plusieurs cartouches correspondent a 
n'importe taqueDe des cartouches decrites cklessus. 

Dans la realisation particuliere du dispositif de finvention, ou la 
cartouche est circulate, les zones dtetlnctes de chauffage de la platine de 
chauffage (2) sont preterentieHement r6parties selon des portions de disque 
(figure 2A) ou de couronne (figure 2B). Cheque portion peut fttre chauftee & 
une temperature distincte pour porter euccessivement le contenu des 
chambres reactionnelles aux temperatures distinctes souhaitees, grace aux 
moyens de d6placement (3) relatlfs entre la cartouche (1) et la platine 
chauffante (2). Afln de llmlter les problfcmes d'evaporatlon et de 
condensation dans la cartouche (1), les thermobloca sont de preference 
suffiBemment largee pour chauffer aussi une partie des canaux, comme 
cela est represents par exemple a la figure 11, dans le cadre d'une 
cartouche rectangulaire. 

II est important de noter que le nombre de zones de chauffage 
distinctes peut dtre 6gal d deux, troi6 f ou davantage. Par exemple, dans le 
cas d'une PCR a deux temperatures, la platine pourra presenter une zone 
a 95°C pour la d&naturation des actdes nucleiques double brin, ot une zone 
a 60°C pour fhybridation des amorces et I'filongation. Dans le ca$ d'une 
PCR a trois temperatures, la platine presenters une zone d 95*C 
(d6naturation), une zone entre 40 et 70°C (hybridation des amorces), et 
une zone £ 72°C (Elongation). Enfin, la platine peut presenter un nombre 
d zones superieur A trois, par xempl pour bloquer provisoirement la 
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reaction a un moment donne de chaque cycle. La platlne peut aussl 
presenter un nombre de zones qui soit un multiple de deux ou trais, de telle 
facon qu*un tour de la cartouche corresponde a plusieurs cycles PCR. 
Enfin, il est important de noter que la taille relative des differentes zones de 
5 chauffage est avantageusement ehoisie proportionnellemerrt a la duree 
d'incubation desiree pour I© fluid© reactionnel a la temperature de ladite 
zone. Ainsi, dans la platine representee a a figure 2B, te thermobloe 21, 
dedie a I'etape de denaturation. a une surface deux fols molndre que celle 
des thermoblocs destines au etapes d'hybridation et d'elongation (blocs 22 
10 et 23, respecbvement). En choisissant une Vitesse de rotation relative de la 
cartouche sur la platine telle qu'une rotation de 360° est effectuee en 150 
seoondee, on obtient done des cyclee dan6 lasquels la den atu rattan dure 
30 secondes, I'hybridation 1 minute et r Elongation 1 minute. 

Au sujet des moyens de deplacement on notera que, selon un 
is mode preferential de realisation de Invention, la platine (2) est fixe et la 
cartouche (1) est mue grace aux moyens de deplacement (3). 

Toutefob, dans d'autres modes de realisation, on pourra egalement 
prsvoir une cartouche fixe et une platine de chauffage mise en mouvement 
grace audits moyens de deplacement 

20 Dans le mode de realisation particulierement prefere de I'lnvention, 

selon lequel la cartouche est circulaire, les moyens de deplacement (3) 
autorisent la mise en rotation de ladite cartouche etfou de ladite platine. 

On peut pr6voir un 6i6ment conducteur entre la cartouche et la 
platine chauffiarrte. Toutefob, selon une variante prGferentlelle de 
25 Hnvention, ladite cartouche est en contact direct avec ladite platine 
chauffante. Dana oe cas, ladite platine est avantageusement pourvue d'un 
revStement favorisant le defacement entre ladite cartouche et ladite 
platine. Un tel revetement peut par example 6tre constitu6 en T6flon 
(marque dfiposfce). 
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Comme indique ci-dessus, la platlne de chauffage du systeme peut 
presenter au moins deux ou trols zones pouvant etre pontes d des 
temperatures distinctes. Pr§ferentiellement, cette platine est constitute de 
deux ou trois blocs thermiques independents ("thermoblocs") distinct* relies 
5 £ des moyens de programmation de leur temperature. Dans le cas ou la 
platine comport© trois thermoblocs (21 & 23), le premier de ces thermoblocs 
(21) est chauffg & la temperature de denaturation, le deuxieme (22) a la 
temperature d'hybridation, le troisi&me (23) a la temperature d'£iongation. 
LUtilisation de tefe thermoblocs de temperature constante slmpllfle la 
10 realisation de la platine chauffante. 

Las moyens de deplacement relaW de fa cartouche par rapport & la 
platine pourront etre realises sous de multiples formes. Selon un mode de 
realisation prefers illustre a la figure 10, la cartouche (1) presente sur le 
dessous une parte saillante centrale (161) comportant une encoche (182), 

15 de telle eorte que la partie saillante (181) e'encastre dans la platine 
chauffante (2) et relie la cartouche (1) avec les moyens de d6plaoement (3) 
au niveau d un taquet ou axe (32) mis en mouvement par un micromoteur 
(31). La partie saillante (181) permet done d'une pan. de positionner la 
cartouche par rapport £ une platine (2) telle que celle representee & la 

20 figure 2B, et d'autre part, d'assurer sa liaison avec les moyens de mise en 
mouvement (3). 

Selon un mode de realisation alternate represents aux figures 1 et 
3, la cartouche presente au moins une oreilte (183) et les moyens de 
deplacement (3) incluent au moins un axe (32) cooperant avec ladite oreille 
25 pour inculquer a ladite cartouche un mouvement rotatif. 

Le mode de deplacement relatif entre la platine et la cartouche 
pourra varier selon bs modes de realisation. II pourra s'aglr d'un 
deplacement a vitesse continu ou par a-coups. La vitesse de deplacement 
pourra ~tre constante ou vari r dans le temps. 
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Dans le cas d'une cartouche rectangulalre. le dfiplacement de la 
cartouche par rapport d la platine (2) se fait de preference par translation, 
comme cela est dficnt & I'exemple 3 et illustre a la figure 1 1 . 

Avantageusement, le systeme selon ('invention comprend 
5 egalement des moyens optiques d'excrtation/mesure de la fluorescence, 
prevus par exemple au-dessus ou sur le cetfi de ladlte cartouche. Selon 
une varfante pr6fi6rentlelle de I'lnventlon. ces moyens constltueront un 
systeme unique et fixe. Un avantage d'une variante preferentielte de 
(Invention selon laquelle la cartouche est circulaire et mue selon un 
10 d6placement rotatif eGt de pouvoir amener sucoessivement cheque 
chambre r§actionnelle sous (edit systtme optique, rtduisant ainsi sa 
complexity Un systeme de reperage, srtue par exemple sur la cartouche 
(1). permet de determiner a chaque instant quelle chambre rfcacflonnefle 
est situee en regard du systeme optique. 

15 Las moyens d'amenee du fluide present dans ledrt reservoir vers 

lesdltes chambres rfeactfonneiles peuvent etre realises sous dlfferentes 
formes. Comme cela a ete decrit plus haut, on peut distinguer deux 
categories de modes d'edressage du fluide vers les chambres 
reactionnelles : I'adressage on 6ystdme ouvert qui suppose une 

20 augmentation de pression au niveau du reservoir et la presence d'events 
(14) au niveau das chambres r6actlonnel(es F et radressage en systeme 
dos, qui dtbute au contnaire par t'etablissement d'une depression dans la 
cartouche (1), suivi d'un retablissement de cette pression. 

Les moyens (4) d'amenee du fluide dans les chambre 
25 reactionnelles different sulvant le mode de realisation choisi. Ainsi, en 
systeme ouvert le fluide contenu dans le reservoir est dlstribue sous 
pression dans les chambres reactionnelles de fapon d permettre un 
rsmpli6sage untforme de oes chambres. Dans ce cas, tes moyens 
d'am ne (4) incluent pr6f6rentieilement un dispositrf a piston (41) dont la 
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vft sse de penetration dans le reservoir sera calcutee pour fav riser le bon 
rempli&sage des chambres r6actionnelles. Altemativement, ces moyens 
d'amenee induent une pompe branchde de fafon a augmenter la presston 
dans le reservoir (11). 

5 Comme il a ete vu plus haut, une autre variarite pr£fer6e de 

I'invention implique de travailler en systems cIob. La fluide contenu dans la 
r6servoir est alors distribue dans las chambres r£actionnelles de la fa^on 
suivanta : dans un premier temps, une depression est cr66e A I'lnttrteur de 
la cartouche, le cas fichfcant par un disposittfd piston ou une pompe (42), 

10 branches cette Ibis de maniere a diminuer la pression dans la cartouche 
(1). La preasion est ensu'rte r&ablie, ce qui permet au fluide de a'engager 
dans las canaux et de remplir lee chambres reacbonnelles peripheriques. 

L'lnventlon conceme figalement tout proc6d6 d'ampllflcation d" adde 
nucteique grace d un systeme tel que d6crft cMessus, caracterlsfc en ce 
15 qu'il comprend les etapes consistent a : 

remplir au moins partiellement le reservoir (11) avec un fluide 
contenant un dchantilion d'acides nuclfilques d analyser ainsi que tout le 
n6cessaire d une faction d'amplification, d ("exception des amorces, et 
facuttativement, un intercalant fluorescent des acrdes nucldiques ; 

20 - repartir (edit fluide dans les chambres r^actionnelles (13) 

pr6vues dana la cartouche (1). dans lesquelles sont pr6-r£partles des 
amorces et, facultativement, une ou plusieurs sondes marquees 
3p6dfiques de la sequence nucleique dble ; 

- mettre en oeuvre les moyens de ddplacemant relatif entre ia 
25 cartouche et la platine chauflante pour amener successivement, et autant 
de fois que desire, le contenu de chaque chambre aux temperatures 
ddfinies par les deux, trois ou davantage zones de ladite platine de 
chauffiage. 
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Dans une variants du precede d-dessus, des reactlfs necessaires a 
la reaction d'amplificatlon et/ou a la detection des products de 
ramplfflcatlon, et distlncts des amorces et des sondes, sont pre-repartis 
dans les chambres reactionnelles (13) de la cartouche (1). Le fluide 
5 introdtrit dans le reservoir (1 1) ne contient alors pas ces reactifs. 

L'etape de repartition du fluide dans les chambres reactionnelles 
(13) est effectuee sort en appllquant une depression a nnterieur de la 
cartouche, puis en retablissant la pression (systeme clos), soit en 
augmentant la pression au niveau du reservoir (11), a condition que lea 
10 chambres reactionnelles soient pourvues d'events (systeme ouvert). 

L'lnventlon. alnsl que les differents avantages qifelle presents, 
seront mieux compris grace a la description qui va auivre de quelques 
modes non limftatife de realisation de celle-ci, illuetree dans les figures. 



is Example 1 : mode de realisation slmpllfle du dlsposltif de 

rinvention. 

Le systeme de detection et de quantification de sequences 
nucleiques cibles represents a la figure 1 comprend une cartouche 
drculaire en matiere plastique de 2 mm d'epaisseur presentant un dlametre 

20 de 5 cm. Cette cartouche (1) est pourvue d'un reservoir central (1 1) et sera 
decrite plus en details en reference etapres aux figures 3 et 4. La capacity 
du reservoir est, dans le cadre du present mode de realisation, de 400 uL 
Son plancher est plat mais on notera que dans d'autres modes de 
realisation II pourra etre bombe pour fadllter le passage du fluide vers lee 

25 chambres sans formation de bulles d'alr. notamment en fm d'adressage 
lorsque le reservoir est quasiment vide. 



32 



Le systeme comprend par allleurs une platine chauffante (2) en 
contact direct avec la face InfSrieure de la cartouche (1) et des moyens de 
emplacement (3) de la cartouche (1) par rapport a la platine chauffante (2). 
Ces moyens de d&placement induent un micromoteur (31) relig d deux 
5 axes (32) qui coopirent avec deux oreilles (183) de la cartouche (1) pour 
inculquer & celle-ci un mouvement rotatif sur la platine chauffante (2), celle- 
ci restart quant a elle fixe. 

Le systeme d£crit comprend egalement un piston (41) destin6 £ 
coop6rer avec (edit reservoir (11) ainsi qu'un dispositif optique (5) 
10 d'excitation/mesure de fluorescence (source emettrice permettant une 
excitation £ une longueur d'onde donn6e et programmable et recepteur de 
la fluorescence emise) fixe et place au dessus de la cartouche (1) et de la 
platine chauffante (2). 

Comma on peut le voir cur la figure 2A, la platine chauffante (2) est 
15 constitute de trals blocs meialliques (21, 22 et 23) (ci-apres d£nomm6& 
thermoblocs) en fbmie de portions de disques. On notera que dans ce 
mode de realisation, ces thermoblocs pr6sentent senslblement la rnfeme 
taille mais que, dans d'autres modes de realisation, iis pourront presenter 
una taille diffarente, la taille 6tant entendue comme la surface angulaire 
20 occupfie en vue de dessus. Chaque thermobloc (21, 22 et 23) est con$u 
pour pouvoir etre amend d une temperature constant© et programmable, 
correspondant d IHine des phases (dfinaturation, hybridation ou elongation) 
des cycles ^amplification (PCR), soft generatement respecHvement 84°C 
pour la denaturation, 72°C pour I'elongation, et entre 30-40 et 65-70°C pour 
25 Phybridation salon le Tm (temperature d'hybridation) des amorces utilisees. 
Les temperatures des thermoblocs pourront §tre contrdlees par tous 
moyens connus de rhomme de rari 

En reference a la figure 3, la cartouche (1) est pourvue (fun 
reservoir central (1 1) de capacrte 400 pi relfe a 36 chambres reactionnelles 
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(13) par autant de canaux (12), reparties unlformement sur toute la 
peripherie de la cartouche (sur la figure 3. on n'a pas represents ('ensemble 
des canaux et des chambres mais seulement certains d'entre eux). Ces 
chambres reactionnelles (13) sort par ailleurs pourvues d'events (14) 
abouchant sur le bord de la cartouche (1). Dans le present mode de 
realisation, les canaux presenter* un diam&tre de 0,2 mm et le volume des 
chambres reactionnelles est de 2,5 microliter Dans d'autres modes de 
realisation, ce diametre et ce volume pourront bien sQr fetre dltferents. 

Comme d6j& pr6cis6, cette cartouche (1) est tgalement pourvue de 
deux orailles (183) perc6es chacune d'un orifice pour laisser passer un axe 
(32) relie an micromoteur (31). 

Selon la figure 4, les chambres reactionnelles presenter^ une 
profondeur de 1 mm. Leur plancher pr6sente une epatsseur de 0,2 mm 
environ. Cette epatsseur est suffisamment faible pour facilrter de bons 
^changes thermlques entre les chambres (13) et les thermoblocs (21, 22 et 
23). Les chambres reactionnelles (13) sent fermfes dans leur partle 
superieure par une parol (17) tranaparente, formant egalemerrt la paroi du 
reservoir (11). 

L'utilisation du disposltir represents est la suivante : 

Le reservoir central (11) est destin6 & recevoir Pechantillon d'ackfes 
nucleiques a analyser ainsi que tout le n6ceesaire a une reaction 
d'amplification. et facultatlvement un intercalant fluorescent des acides 
nucleiques (I'ensemble est cypres d£nomm& fluide), d I'exception des 
amorces pr6r6parties dans chaque chambre reacdonnelle p6r1ph6rlque 10. 

Dans le cadre du present mode de realisation, TutiGsateur place 
dans le reservoir central 90 pi (c'est-a-dire 36 fois 2,5 pi) de fluide, dont 75 
ng d'acides nucleiques. Les concentrations en rgactifs dudit fluide sont les 
suivantes : 
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dNTP:200 
Tampon Taq : 1 x 
MgCI 2 :1,5mM 
Taq : 4U 

SybrGreen (marque dgposee) : 1 x 
H 2 0 : qsp 

Chaque chambre 10, eauf quelquea-unes & des fins de t£moins 
negatifc, contient deux amorces specifiques d'une sequence cible a 
amplifier, et facultativement une ou plusteurs sondes marquees, permettant 
une mesure sp6clflque ulterteure de fluorescence. Dans le present mode 
de realisation, ont ete repartis 10 ng de chaque amorce dans chaque 
chambre sauf dans celtes servant de temoin negatif, 

Apr&s avoir rempli partlellement le reservoir (1 1) avec le fluide ddnt 
le volume est 6gal d la somme des volumes des chambres (le volume d une 
chambre est dfifini comme 6tant le produit de sa surface de "plancher" par 
sa profondeur), le piston (41) est aetbnn6 pour diatribuer ce fluide dans la 
plurality de chambres r&actionnelles (13). Ce piston permet d'augmenter la 
pression au sein du reservoir (11) et permet le passage du fluide dans les 
canaux vers les chambres. La Vitesse de d6placement du piston dans te 
reservoir est d'environ 1 mm par seconde et ledit emplacement est stopp6 d 
un niveau qui d6pend du volume de fluide a adresser dans les chambres. 

Le falble dlamfetre des canaux (12) permet d'empecher la diffusion 
du fluide depuis le reservoir (11) vers les canaux (12) et les chambres (13) 
sous Teffet de la gravity (h cette echelle, les processus habttuellement 
negligeables comme les forces de capillarity deviennent pn§gnant$, et dans 
le cas present suffisent a maintsnir le fluide dans le reservoir). Grace aux 
events (14), Pair present dans les chambres (13) est 6vacue, ce qui assure 
le rempltssage de celles-ci. 
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Us thermoblocs (21, 22, 23) sort portes aux trais temperatures 
oorrespondant aux trais temperatures des phases de la PCR (ou a des 
temperatures legerement superteures compte tenu des eventuelles 
deperditions thermlques entre la platine chauflante (2) et la cartouche 1) et 
les moyens de emplacement (3) sont mis en ceuvre de facon a animer d'un 
mouvement giratoirc la cartouche (1) pour (aire passer 6uccessivement et 
autant de fois que desire cheque chambre riactionnelle au-deesus des 
trois thermoblocs. 

Plus precfeement, le bloc (21) est porte a la temperature 
oorrespondant a la phase de denaturation (94°C), le thermobtoo (22) est 
porta a la temperature correspondant a la phase d'hybridation (36'C) et le 
thermobloc (23) est porta a la temperature correspondant a la phase 
d'elongatlon (72X). 

Dans le present mode de realisation, le micromoteur (31) des 
moyens do deplacement (3) est concu pour inculquer une rotation de 10 
degres toutes les 2.5 secondes a la cartouche (1) (solt un cycle de PCR en 
1,5 mn). Toutefois, dans d'autres modes de realisation, ce mouvement 
pourra presenter une Vitesse diflerente et etre continu au lieu d'etre 
ssccade. 

On notera que le dlsposltif optlque (5) est prevu au dessus du bloc 
correspondant 23 porte a une temperature correspondant a la temperature 
d'ebngation, et plus particulierernent a un emplacement qui correspond a la 
fin de la phase d'ebngation. Bien entendu, le dispositif optique (5) peut fitre 
place a un emplacement different, choisi notamment en fonction de la 
chimie uHlisee. Par exemple, en utilisant la chimie TaqMan™ ou de la 
fluorescence non specifique, II est loglque d'effiectuer la mesure a la fin de 
la phase d'elongation, comme dealt d-dessus. En revanche, ('utilisation 
d'une chimie du type Molecular Beacons™ implique que la mesure se 
fasse plutot au moment de ("hybridation. 
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Le systdme present© permet de remplir rapidement et de fa£on 
reproductible une grande quantite de chambres rfiacflonnelles et d'effectuer 
sur le contenu de celles-ci une PCR et des mesures de fluorescence d 
chaque cycle de la PCR. 

Le mode de realisation ici d6crrt n'a pas pour objet de reduire la 
portee de Pinvention. II pourra done y etre apporte de nombreuses 
modifications sans sortir du cadre de celle-ci. 

Example 2 : Cartouche circulate amelioree 

Les figures 5 a 10 represented un exemple de cartouche drculaire 
presentant certaines modifications par rapport A la cartouche de 
fexemplel. 

Cette cartouche est prevue pour une utilisation en systeme dos, 
e'est-a-dire que les chambres reactionnefles (13) n'ont pas d'autre 
ouverture que I'arrivee du canal (12). La cartouche est constitute de deux 
cements qui s'embottent run dans I'autre : la partie Inffcrieure, ou socle, est 
representee aux figures 5 et 6, et la partie sup6rieure, ou couvercle, est 
representee aux figures 7 et 8. L'assemblage des deux est illustre aux 
figures 9 et 10. 

Le chargement de cette cartouche s'effectue de la facon sulvante : 

L'utilisateur place dans le reservoir central I'extrait d'acides 
nucteiques d analyser. II place le consommabte dans I'automate. Ce dernier 
cr6e une depression a I'interieur de la cartouche (P = 0,05 bar 
approximath/ement), par exemple par ( utilisation d'une pompe (42). La 
pression est ensuite rtstablie f ce qui permet aux fluides de s'engager dans 
les canaux et de remplir les chambres r6actionnelles pdripheriques. Ainsi, 
par rapport au dispositrf de I'exempte 1, le fluide n'est plus adresse par une 
augmentation d la pression mais par depression, ce qui pr&ente 
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I'avantag de no pas n'cessiter d'vent et done de travailler en systfcme 
clos, 

Le cas 6ch6ant, on peut prevoir plusieure sous-reservoirs et non 
plus un reservoir unique, ce qui presente I'avantage de trarter 
5 simulten6ment plusieure echantillons. 

Le fond du rfiservolr a une forme oonique permettam au flulde de 
se rfepartir a sa periphfirie, tfest-a-dire pres de PenU^e des canaux. 

A la jonction entre les canaux et le reservoir, se trouve un systtme 
anti-reflux, constrtufi par une portion de canal vertical (123), ce qui, d une 

io part, prdvlent les contaminations crdsfees en cas de retour Intempestlf de 
fluide vers la partie oentrale ou au cas ou tout le fluide ne se serait pas 
engage dene le canal et. d'autre part, permet une fbis I'adreeeage effectue 
mais avsnt la PCR, de venir boucher les canaux au moyen d'un bouchon 
dent les dentelures viennent 6pouser ces entrees verticales, afin de 

is travailler en syst&me clos (pas de contamination, pas d'6vaporation). 

La cartouche est en plastique, prtferentiellement en polycarbonate 
car ce polymfere presente des caracteristiques physiques, optiques et de 
comportemerrt thermique interessantes* 

La faille des canaux est par exemple de 0,4 x 0,2 mm (demMune) 
20 en section. 

La taille du consommable est par exemple de 100 mm (diamfctre), 
le nombre de chambres est de 80, le nombre de sous-reservoirs est 
compris entre 1 et8. 

Comme illustr6 d la figure 10, la cartouche (1) presente sur le 
25 dessous une partie saillante centrale (181) comportant une encoche (182), 
de telle sorte que la partie saillante (181) e'encastre dans la platine 
chauffante (2) et relie la cartouche (1) avec les moyens de d6placement (3) 
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au niveau d'un taquet ou axe (32) mis en mouvement par un micromoteur 
(31). La partie saillante (181) permet done d'une part, de positionner la 
cartouche par rapport a une platine (2) telle que cello representee d la 
figure 2B, et d'autre part, d'assurer sa liaison avec les moyens de mise en 
5 mouvement (3). 

Les chambnes reactionndles sont chatgees avec des amorces 
specifiques de sequences cibles et, le cas 6ch6ant, avec des sondes de 
type TaqMan™ ou autre ep6cifiquee desdites cibles. Suh/ant lee 
applications, ies cibles seront des gdnes viraux ou bacteriens, des jonctions 
io entre un transgfine et le genome d'une plante pour dfctecier et/ou identifier 
certains OOM, etc. 

Une variante de la cartouche decrite ckiessus, comportant 36 
chambnes rfcactlonneltes d'un volume de 8 pi et des canaux d'un diam&tre 
de 0,3 mm, a 6t6 utilis6e pour effectuer un test de detection de bacttrles 
15 Salmonelles. 288 pi (soit 36 fob 8 pi) de la solution suivante ont 6t6 places 
dans ie reservoir central : 

DUTP 400 pM 
dNTP : 200 MM 
Tampon Taq : 1 x 
20 MgCfe : 3 mM 

Taq: 15 U 

TWEEN (marque deposes) : 0,007 % 
SybrGreen (marque d6posee) : 0,1 x 
ADN genomique de Salmonella entertlldls : 1 ng 
25 H 2 0:.q5p 

1,6 picomole des amorces FinA1 et FinA2 decrites dans Cohen, 
Mechanda et al. 1996 ont fite deposees dans les chambres reactionnelles. 



Cette experience a donne des r6sultate positifs, comme attendu. 
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Example 3 : Cartouche rectangulalre 

Dans cet exemple, illustre a la figure 11. le reservoir n'est plus 
central mats "sur le cote", et le mouvement de la cartouche n'est plus 
n6ces6airement rotatrf, mats peut etra transtationnel. 

s Le mode d'adiessage et de fermeture peut etre tout a fait le m&me 

que dans le cas du mode circulaire ctecrit h I'exemple 2. 

AKemativement, les fluides sont adresses par augmentation de la 
pression. lis entrant dans la premiere partie du canal (121) dont la somme 
des volumes est pr£vue pour etre teg&rement Inferleure au volume 

10 d'echantillon a analyser (d'extrait d'addes nucteiques). La dewdeme partie 
du canal (122) e6t constitute par un capillalre de vene, de diametre 
beaucoup plus faible, tndus dans le systems plastique, comma Slustre a la 
figure 12. Son fnteret est de creer un phenomena drt de perte de charge, 
permettant un remplissage homogSne de la premiere partie des canaux (si 

15 un canal se remplrt plus vite qu'un autre tors de ('augmentation de la 
pression, ce ph6nom6ne permet d'arr&ter la progression du fluide dans le 
ou les canaux remplis ju&qu*d ce que les autres le soient d leur tour). Ceci 
permet de "precalibrer" lea volumes pour chaque canal et done d'assurer 
un remplissage homogdne des dlfterentes chambres (13) plus en aval. A 

20 Pextremfee des chambres se trouvent des 6vents. ctebouchant eux-m&nes 
dans des enceintes (16) trou6es sur le dessus dont fintenBt est, dYme part, 
de r6cup6rer sans pollution les 6ventuels surplus de fluide qui sortiraient 
par lesdits events et d'autre part, de pouvoir se farmer par une bande 
adhesive afin d'empecher ('evaporation. Le volume (et la forme) des 

25 chambres est fegal d celui de la premtere partie des canaux. 

La taille des canaux est de 0,4 mm de diametre, soit 1 canal par 
mm si I'espace entre deux canaux est de 0,6 mm. Ainsi, une cartouche de 
longueur 8 cm comports 80 chambres. 
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Deux possibility p uvent etre envisagees pour farm r le canal au 
niveau du reservoir : 

La premiere possibiDte consists a utiliser. comme a I'exemple 2, un 
bouchon dentele. Le piston qui augmente la pression el ledit bouchon sont 
alors confondus. Dans ce cas, il faut prevoir une ouverture du piston 
(creux) entre I'etape d'adressage des fluides par pression et cette etape de 
fermeture, afin que la fermeture n'engendre pas une nouvelle augmentation 
de la pression qui amenerait le fluids au-dela des chambres). 

la deuxieme possibility consiste a disposer de rhuile (en exces) 
au-dessus des fluides. Ainsi, une fois les chambres remplies, les canaux 
(121) sont remplte au moins partiellement dtiuile, emp§chant contamination 
et evaporation. 
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REVINDICATIONS 



1 Cartouche rSactionnelle comportant plusieurs chambres 
reactionnelles (13) et au moins un reservoir (11) et presentant les 
caracteristiques sulvantes : 

5 - chaque chambre rfcactionnelle est reliee au reservoir par un 

canal (12) ayant une section dro'rte comprise dans un cercie de 
diametre inferieur a 3 mm, 

- la capacite du reservoir est inferiaure a 10 ml, 

- la disposition des chambres rtectionnelles et des canaux par 
10 rapport au reservoir permet de rgpartir un fluide de fafon 

homogene dans les chambres reactionnelles, a partir du 
reservoir. 

2. Cartouche selon la revendication 1, dans laquelle le diam&tre des 
canaux (12) est inferieur ou egal a 0,2 mm. 

15 3. Cartouche selon la revendication 1 ou 2 V dans laquelle la capacity du 
reservoir (1 1) est comprise entre 0,1 ml et 1 ml. 

4. Cartouche selon les revendications 1 k 3, carecterisee en ce qu'elle 
comprend entre 20 et 500 chambres reactionnelles, 

5, Cartouche selon les revendications 1 & 4, caracterisee en ce que le 
20 volume des chambres reactionnelles est compris entre 0,2 et 50 pi, 

de preference entre 1 et 10 pi. 



6. 



Cartouche selon les revendications 1 a 5, dans laquelle la jonctlon 
entre les canaux (12) et le reservoir (11) se fait d la peripheric du 
res rvoir, et I fond dudit reservoir est inclinfe et/ou convexe, de 
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fecon a assurer la repartition d'un fluide contenu dans le reservoir au 
niveau de I'entree des canaux. 

7. Cartouche selon les revendicatlons 1 a 6. caracterlsee en ce qu'elle 
possede una geometrie de revolution, dans laquelle le reservoir (1 1) 
5 est place sensibtement au centre de lad'rte cartouche, les chambres 

reactionnelles (13) sont reparties en cercie autour dud'rt reservoir, et 
lee canaux (12) reliant (edit reservoir aux dites chambres sont 
essentiellement radiaux. 

6. Cartouche selon la revendication 7, dans laquelle le fond du 
10 reservoir (1 1 ) est conique. 

9. Cartouche selon la revendication 7 ou 8, dans laquelle les chambres 
reactionnelles (13) sont plecees a la pferipherie de ladite cartouche. 

10. Cartouche selon les revendications 7 a 9, presentant un diametre 
compris entre 1 at 10 cm. 

is 11. Cartouche selan les revendicatians 1 a 6, caracterisee en ce qu'elle 
possede une geometrie de translation, dans laquelle le reservoir (1 1) 
est place sur un cote de ladite cartouche, les chambres 
reactionnelles (13) sont alignees de I'autre cote de la cartouche, et 
les canaux (12) reliant (edit reservoir aux dries chambres sont 

.20 essentlellement parallels les uns aux autres. 

12. Cartouche selon la revendication 11, dans laquelle le fond du 
reservoir (1 1 } est un plan incline. 



13. 



Cartouche selon I'une quelconque dea revendications 1 a 12, dans 
laquelle le reservoir (11) est divise en 2 a 8 sous-reservoirs (111 a 
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118), et chacune des chambres rtectionn lias (13) est reliee a un 
eeul de ces soue-raservoirs par un canal (12). 

14. Cartouche selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, dane 
laquelie les chambres reactionneiles prfesentent une profondeur 

5 comprise entre 0,5 et 1 ,6 mm. 

15. Cartouche selon Tune quelconque des revendications 1 a 14 t 
caracterisfe en ce qu'elle est en mstiere plastique, et de preference 
en polycarbonate. 

16. Cartouche salon fune quelconque des revendications 1 d 15, dont 
io fgpaisseur est comprise entre 0,5 et 6 mm. 

17. Cartouche selon I'une quelconque des revendications 1 & 16, dans 
laquelie le plancher des chambres r6actionnefles (13) pr£sente une 
dpabseur comprise entre 0,05 et 0,5 mm, de preference environ 
0,25 mm. 

15 18. Cartouche selon I'une quelconque de6 revendications 1 & 17, dans 
laquelie les chambres reactionneiles (13) sent fermees par une paroi 
superieure transparente (17). 

19. Cartouche selon Tune quelconque des revendications 1 d 18, dans 
laquelie les chambres rgacttonnelles (13) sont pourvues d'events 
20 (14). 



20. 



Cartouche selon I'une quelconque des revendications 1 d 18, dans 
laquelie les chambres reactionneilas (13) sont closes. 
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Cartouch selon Tune quelconque des revendications 1 d 20, dans 
laquelle le reservoir (11) comporte une ouverture adaptable a des 
moyens (4) de modulation de la pression dans (edit reservoir 

Cartouche selon Tune quelconque des revendications 1 A 21, dans 
laquelle chaque canal (12) est constitue d J au moins deux parties de 
diam&tres diffe rents (121 et 122), le diametre de la deuxteme partie 
(122) 6tant irrf&rieur a oelui de la premiere partie (121), de fa9on & 
creer une perte de charge dans le canal (12). 

Cartouche selon Tune quelconque des revendications 1 i 22, 
caracterisee en ce que chaque canal (12) est dquipe d'une cavite 
anti-reflux (123) au niveau de sa jonction avec le reservoir (11), 
ladtte cavite antireflux fitant constitute d'une portion de canal 
sensibtement verticale, d'un dlamdtre supfirleur ou 6gal d celul du 
canal (12). 

Cartouche selon Tune quelconque des revendications 1 a 23, dans 
laquelle une partie au moins des chambres r€actionnelles (13) 
comporte des oligonucleotides. 

Cartouche selon Tune quelconque des revendications 1 A 24, dans 
laquelle chacune des chambres reactionnelles (13) comporte deux 
amorces spScifiques d'une sequence d'acide nucteique a amplifier 
et, facuttativement, une sonde marquee sp6crfique de ladHe 
sequence. 

Cartouche selon I'une quelconque des revendications 1 a 25, dans 
laquelle au moins une partie des chambres reactionnelles (13) 
comportent des reactifs qui y ont 6t6 charges par depdt liquide survi 
d'un s6chage, de telle sorte que I'arrivee d'un fluid© dans lesdites 
chambres reactionnelles remette lesdtts reactifs en solution. 
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Dispositif pour effectuer des reactions enzymatiques et/ou de 
biologie moleculaire necessitant au moins deux temperatures 
d'incubation diff&rentes, caract6ris£ en oe qu f il comprend : 

- au moins une cartouche (1) presentant une plurality de 
chambres reactlonnelles (13) et un reservoir (11). lesdites 
chambres n&actionnelles etant reliees au reservoir par des 
canaux (12) ; 

- au moins une platine de chauffage (2) pr&entant au moins deux 
zones distinctes pouvant fibre portees a au moins deux 
temperatures dfflftrentes; 

- des moyens (3) de emplacement relatrf entrc ladrte cartouche et 
ladite platine, permettant une variation cydique de la 
temperature des chambres r£ac6onnelIes. 

Dispositif selon la revendication 27, dans lequel la reaction 
enzymatique est une amplification en charne thermo-dependante de 
sequences d'acldes nudeiques, et dans lequei les 2ones de la 
platine de chauffage (2) peuvent Ore portees a au moins deux 
temperatures differentes, correspondent aux phases des cycles 
d'amplification desdite acides nucteiques. 

Dispositif selon la revendication 28, caracterisd en ce que : 

- des amorces sp&ifiques de sequences cibles a amplifier sont 
pre-reparties dans les chambres rSactionnelles (13), 

- le reservoir (11) est destine £ recevoir un fluid© compose 
notamment d'un echantfflon d'acides nucletques a analyser et 
des rtectife necessaires d une reaction d'amplification en charne 
par polymerase, a i'exception des amorces. 
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- la platine de chauffage (2) presents trois zones distinctes 
pouvant etre pontes d trois temperatures dlfterentes. 
correspondent aux trois phases des cycles d'amplificatlon en 
chaTne par polymerase. 

Dispositif selon la revendication 28 ou 29, pour ('amplification en 
chatne thermo-dgpendante de sequences d'addes nuctelques 
mesunfee en temps r6el, caracttrisS en ce qu'll comprend des 
moyens optiques (5) d'excrtation / mesure de la fluorescence, 
disposes de maniere a exciter et mesurer a chaque cycle la 
fluorescence du contenu des chambree rtoctionnedes. 

Dispositif selon Tune queiconque des revindications 27 £ 30. dans 
lequel la cartouche (1) est une cartouche selon Tune queiconque des 
revendications 1 A 26, 

Dispositif selon I'une queiconque des revendications 27 a 31, dans 
lequel tes zones distinctes de chauffage de la platine (2) sont 
rfepartles selon au molns deux ou trois portions do disque. 

Dispositif selon I'une queiconque dec revendications 27 a 32, dans 
lequel ladite platine de chauffiage (2) est fixe at ladite cartouche (1) 
est mue grace aux dlts moyens de dSplacement (3). 

Dispositif selon i'une queiconque des revendications 27 a 32, dans 
lequel ladite cartouche (1) est fixe et ladite platine de chauffage (2) 
est mue grace aux dits moyens de deplacement (3). 

Dispositif selon I'une queiconque des revendications 27 A 34, dans 
lequel lesdlts moyens de deplacement (3) autorisent la mtee en 
rotation de ladite cartouche (1) et/ou de ladite platine de chauffage 
(2). 
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Dispositif selon Tune quelconque des revindications 27 d 35, dans 
tequel la cartouche (1) est en contact direct avec la platine 
chauffante (2). 

Dispositif selon Tune quelconque des revendlcations 27 a 36, dans 
lequel la platine (2) est pourvue d'un revetement fiavorisant le 
d6placement relatif entre ladite cartouche (1) et ladite platine (2). 

Dispositif selon Tune quelconque des revindications 27 & 37, dans 
lequel la platine chauffante (2) oomporte deux ou trois thermoblocs 
distinct* (21 f 22 et le cas 6ch6ant, 23) relfes d des moyens de 
programmation de leur temp&ature. 

Dispositif selon rune quelconque des revendlcations 27 d 38, dans 
lequel la cartouche (1) presente sur b dessous une parte saillante 
centrale (181) comportant une enooche (182), et les moyens de 
deplacement (3) incluent au moins un taquet (32) coopdrant avec 
ladite encoche (182) pour inculquer a ladite cartouche (1) un 
mouvement rotatif. 

Dispositif selon Tune quelconque des revendlcations 27 & 39, 
comportant des moyens optiques (5) d'excitabon / mesure de la 
fluorescence disposes aindessus ou sur le cOte de la cartouche. 

Dispositif selon Tune quelconque des revindications 27 6 40, 
comportant en outre des moyens (4) permettant d'amener le fluide 
present dans le reservoir (1 1) dans les chambres reacfionnelles (13). 

Dispositif selon la revendication 41, dans lequel lesdits moyens 
d'amenee (4) incluent un dispositif a piston (41), et le fluide est 
amene dans les chambres f6actlonnelles par une augmentation de 
prassion. 
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Dispositif selon la revendication 41, dans tequel lesdits moyens 
d'amenee (4) incluent une pompe (41), et le fluide eat amene dans 
les chambres reactionnellee par un rdtablissement de la pression 
apr&s I'^tablissement d'une depression. 

Dispositif selon la revendication 43, dans lequel les chambres 
reactionnelles (13) de la cartouche (1) aont closes. 

Proced* d'amplification decide nudeique grace & un dispositif selon 
Tune quelconque des revendfcations 27 a 44, oomportant les stapes 
euivantes : 

- remplir au moins partief lament le reservoir (11) avec un fluide 
contenant un fehantillon d'acides nucteiques d analyser, ainsi 
que tout b n£cessaire a une reaction d'amplification & ('exception 
des amorces et, le cas echeant, un intercalant fluorescent des 
addes nucttiques ; 

- r6parttr (edit fluide dans les chambres reactionaries (13) de la 
cartouche (1), dans lesquelles sont pr6d6pos6es des amorces 
et, le cas dcheant, une ou plusieurs sondes marquees ; 

- mettre en ceuvre les moyens (3) de d6placement relatrf entre la 
cartouche et la plab'ne chauffante pour amener cuccessivement 
et autant de fois que d6sto6 le contenu de chaque chambre 
reactfonnelle aux deux, trois ou davantage temperatures definies 
par les deux, tree ou davantage zones de tadite platlne de 
chauffage (2). 

Procede d'amplification selon la revendication 45. dans lequel I'dtape 
de repartition du fluide dans les chambres rfeacBonnelles (13) est 
effectuee en appliquant une d6pression A Pinterieur de la cartouche, 
puis en r£tabltssant la pression. 
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Proced' de remplissage en system© clos dee chambres 
nSactionnelles (13) d'une cartouche (1) selon la rev ndication 21, 
comportant ies etapes suivantes : 

remplir au moins partiellement le reservoir (11) avec un flukte. 
connecter la cartouche (1) aux moyens (4) de modulation de la 
pression, 

appliquer une depression a I'interieur de la cartouche, puia 
r&tablir la pression. 
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ABREGE 

La presente invention conceme un dispositif pour ramplification de 
sequences nucleiques clbles. des cartouches reactionnelles utllisables 
dans ce dispositif. et des modes d'utfllsatton de ce dispositif. 



